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HE. HUS HUE IEBUT-I (IGF-I) R-AZ, EEEH p, IGE- 工 通过 介 导 生长 激 训 达到 促进 
生长 的 作用 。 为 研究 鲁 科 鱼 类 IGF- 工 的 结构 功能 及 在 水 产 养殖 中 的 潜在 应 用 前 景 ， 采用 逆转 录 - 聚合 醴 链 式 反 
W (RT-PCR) 方法 ， 从 团 头 久 (Megalobrama amblycephola) 肝脏 的 总 RNA 中 扩 增 出 IGF- IceDNA。 测 定 了 该 基 
因 序 列 ， 推 导 其 编码 的 蛋白 质 序列 。 克 隆 的 cDNA 序列 编码 包括 信号 肽 和 B、C、4A、D、E 6 个 区 域 的 161 ARA 
ER, EKRA ET EIER e PH Er vx BERE EISE; IGF- 工序 列 属于 IGF- T Ea -2 亚 型 。 
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中 国 分 类 号 0959.46* ,8 ，Q71; 文献 标识 码 ; A 


HSARAT- T Cinsulin-like growth factor- 
I.IGF-I)JÉ— H E Z Ek , E] E £8 F3 53 BR Ug IH 
Xi. EAEAP ICF- 工 通过 介 导 生长 
激素 达到 促进 生长 的 作用 。IGF- I 前 肪 由 信号 肪 和 
B.C.A,D,E 6 个 区 域 构成 。 形 成 成 熟 肽 时 ,信号 及 
和 下 区域 被 切除 。1989 年 Cao & Duguay 首次 从 能 
( Oncorhynchus tshawytscha ) 中 克隆 到 鱼 类 IGF-I 
cDNA ,推测 出 名 的 IGF- T Bil Bk i 176 个 氮 基 酸 组 
成 ,其 中 包括 44 个 氮 基 酸 的 信号 肪 .70 个 氨基 酸 的 
ERARA 62 CAER E KR, E, ia 
( Salmo rgairdnei ) . E ( Cyprinus carpio ), 9 3F f& 
( Oreochromis mossambica ). 98€ ( Clarias macro- 
cephalus ) $A ( Sparus aurata ) TII 3& f& ( Squalus acan- 
thias ) 等 的 ICF- 工 基因 和 氨基酸 序列 相继 得 以 研究 。 
其 研究 表明 , 鱼 类 ICF- 工 同 源 性 很 强 ,在 整个 进化 
过 程 中 比较 保守 。 此 外 , 鱼 类 IGF- I 功能 研究 结果 
表明 ,ICF- 工 能 调节 鱼 体 的 渗透 能 力 (McCormick et 
al .,1991) ,是 鱼 类 适应 海水 环境 ,调节 渗透 功能 的 
内 分 涪 介 贰 。 哺 乳 类 IGF- 工 能 刺激 能 的 生长 (Mec- 
Cormick et a1. , 1992); FEE AF dE f& IGF- I NE 
体 可 促进 罗 非 鱼 生 长 (Chen et al., 2000), A 3E 8l 
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( Megalobrama amblycephala ) 又 名 武昌 色 , 是 我 国 主 
要 的 养殖 品种 之 一 ,为 了 探 明 其 IGF- 工 的 结构 与 功 
能 ,研究 ICF- 工 在 水 产 养殖 业 中 的 潜在 应用 价值 ， 
笔者 克隆 了 团 头 芒 IGF- I 基因 ,并 把 推导 的 氨基 酸 
序列 与 其 他 背 椎 动物 的 IGF- T 进行 了 同 源 性 比较 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材 料 

约 500 g 团 头 蔓 取 自 珠 江水 产 研究 所 所 水 产 良 
种 基地 。 限 制 性 内 切 酶 、T4 DNA 连接 酶 及 有 关 试 
剂 购 自 Promega 公司 或 华美 生物 工程 公司 。RNA 
ERAMA High Pure RNA Isolation Kit 和 逆转 录 试 
剂 盒 Access RT-PCR System 2t 3] 2; ROCH 和 
Promega 公司 产品 。 大 肠 杆菌 DH5a 和 质粒 pUC18 
由 本 实验 室 保存 。 
1.2 RNA 提取 

取 约 10 mg BÍ 3: 8 HF ESRB ZR, Hj ROCH 公司 
High Pure Tissue RNA Isolation Kit 介绍 的 方法 提取 
总 RNA， 电 泳 分 析 RNA 质量 。 
1.3 引物 设计 与 RT-PCR 

参考 能 、 鲤 及 咱 乳 动物 IGCF- 工 基因 阅读 框 的 
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保守 区 域 设 计 并 合成 $ 和 3' 端 引物 : 5' 端 引物 为 5 


CGGAATTCATGTCTAGCGGACATT 3', 3'35 5| 97 为 
5' CGCGGATCCITACTAAATGCGATAGTIT 3', 5'3fj 
3| 97 ELI f& IGF-I 信号 肽 第 1 个 氨基 酸 的 密码 子 
ATG 开始 扩 增 ，3" 端 引物 拟 从 IGF- T 3E ER B E 1E SS 
码 子 TAG 开始 反 向 扩 增 。 为 了 方便 克隆 ， 在 3" 端 
引物 和 3’' 端 引物 中 分 别 加 入 1 个 Eco RI 和 1 个 
Bam HI WMA. TEGIESEGEDUR E Acces RT- 
PCR System 介绍 的 方法 进行 cDNA 合成 和 PCR 扩 
增 。 用 送 转 录 酶 48% 45 min 合成 cDNA 第 1 条 链 ， 
然后 进行 PCR 扩 增 。 前 10 4-835 PCR 反应 条 件 为 
变性 949030 s; 退火 S0%30 s; 延伸 68 各 45 s。 后 
25 AEF PCR 条 件 为 变性 940030 s; 退火 557045 
s; 延伸 68?CI min， 循 环 结束 后 ?2 名 延伸 7 min. 
HW 5 uL PCR 产物 作 196 BE 38 B, PCR 产 
物 在 级 500 bp 处 应 有 一 扩 增 带 。 
1.4 克隆 与 测序 

PCR 产物 纯化 后 ， 用 Eco RI A Bam HI XX 
B&B]. ILC K HE] 500 bp DNA 片段 。 同 时 用 Eco 
RI 和 Bam HI 将 pUCIS 双 酶 切 ， 在 T4 DNA 连接 
酶 作用 下 ,将 回收 的 DNA 片段 定向 插入 pUC18， 
构建 pUCgIGF- [重组 质粒 。 转 化 感受 恋 大 肠 杆 菌 
DH5a， 用 蓝 白 斑 和 电泳 酶 切 法 第 选 重组 子 。DNA 
测序 在 ABI PRISM!*377 全 自动 莹 光 测 序 仪 上 进行 ， 
FH DNA 分析 软 件 vector NTI suite 6.0 分 析 测 定 结 
R. 并 绘制 几 种 峭 椎 动 物 ICF- 工 氨基 酸 序列 的 系 
统 发 生 树 。 


2 结 m 


2.1 团 头 钙 IGF- 了 I 基因 的 克隆 与 测序 

用 5' 端 引物 和 3’' 端 引物 扩 增 的 PCR 产物 纯化 
后 经 Eco R I 和 Bam H I 酶 切 , 定 向 插入 同样 双 酶 
切 的 质粒 pUC18 中 ,筛选 得 到 5 个 重组 子 , 经 Eco R 
IA Bam HI EHHE, 15 23 500 bp 的 插入 片 
段 。 取 其 中 pUCgIGFS 和 pUCgIGFS 进行 序列 测定 ， 
测序 结果 和 推测 的 氨基 酸 序 列 见 图 1。 克 隆 到 的 目 
的 基因 片段 共 486 bp, 编 码 整 个 阅读 框 的 161 个 氨 
ERA I 个 终止 密码 , 即 从 团 头 钙 IGF- I ASe 
1 个 氨基 酸 的 密码 子 ATG 到 终止 密码 子 TAG. Br 
克隆 的 基因 序列 已 登录 人 GenBank. 基因 库 , 序 导 为 
AF332865, 
2.2 序列 分 析 

根据 对 人 和 其 他 背 椎 动物 的 IGF- 工 结构 的 分 





析 , 将 克隆 的 团 头 鳃 ICF- 工 基因 所 推测 的 氨基 酸 
序列 分 为 信和 号 肪 和 B、C、A、D、E 6 个 区 域 。 各 
区 域 氮 基 酸 序列 数 分 别 为， 信和 号 肤 44 个, B 区 29 
^, C 区 12 个 , A 区 21 个 , DEX 8 ILE IX 47 
Ta RAK B., C A, DATERES 6 TRAR 
残 基 。 
3 i it 

为 研究 我 国 主要 的 养殖 鱼 类 IGF-I BO AE XE AE 
化 特性 ,笔者 采用 RT-PCR 技术 首次 成 功 地 克隆 到 
Hkg IGF-I cDNA 基因 ,从 该 基因 的 核酸 序列 推 
BB IGF- I EARRA A k a GF- I 
的 基因 序列 与 亲缘 关系 较 近 的 鲤 IGF- T. dE IN F 70 
进行 比较 ,发现 2 种 鱼 在 信号 豚 \.B、C、A、D、E 6 个 
区 域 中 核酸 具有 很 高 的 同 源 性 , 达 93.8%。 笔 者 把 
团 头 久 IGF- T 3A BK 5S 8E(C . carpio ) (Liang et al., 
1996) $E ( O . tshawytscha ) (Wallis & Devlin, 1993) , 
A&(McRory & Sherwood, 1994) , F JF f ( Oreochromis 
mossambicus ) (Schmid et al. , 1999) , SP ( S. aurata ) 
(Duguay et al., 1996), K TE 2 f ( Cottus scorpius ) 
(Loffing-Cueni et al., 1998), € ( S.acanthia ) 
(Duguay et al. ,1995) 5$ JL fh t X 0 HE ( Xenopus lae- 
vis) (Kajimoto & Rotwein, 1990), 35 ( Kajimoto & 
Rotwein, 1991) |. X BR Roberts et al . ,1987) 等 脊椎 动 
物 及 人 (Rinderknecht & Humbel, 1987) ff] IGF- I A 
基 酸 序列 进行 了 比较 (图 20, HR Ak a 
IGF- I 5 88(X YE D 区 有 1 个 氨基 酸 残 基 的 差别 ;与 
人 和 也 类 等 的 同 源 性 在 74% 以 上 , 且 差 异 主要 集中 
在 C 和 DD 区 上 .B 和 A 区 的 同 源 性 较 高 ,在 80% 
上 。 在 比较 的 12 种 动物 中 都 含有 定位 相同 的 6 个 
胱 氨 酸 残 基 , 这 对 于 确定 蛋白 质 村 象 是 必要 的 。 团 
X85 IGF- 工 与 几 种 不 同 俏 椎 动物 的 和 氨基酸 序列 比 
较 结 果 ( 图 2) ,和 用 vector NTI suite 6.0 软件 绘制 的 
12 种 脊椎 动物 IGF- 了 氨基 酸 序列 的 系统 发 生 树 (图 
3) .都 基本 体现 了 他 们 的 系统 分 类 地 位 , 踊 团 头 钙 
ICF- 工 与 同属 于 鲁 科 的 鲁 的 同 源 性 最 高 ,与 甸 科 的 
外 \ 丽 色 科 的 罗 非 鱼 等 的 同 源 性 次 之 ,与 哺乳 类 的 人 
和 和 和 鼠 类 的 同 源 性 较 低 。 但 与 软骨 鱼 类 壮 鱼 的 IGF- 
I 同 源 性 较 差 , 仅 为 68.6%。 特 别 是 团 头 铺 的 IGF- 
ID 区 的 氨基 酸 序列 与 蓝 鱼 完全 不 同 。 而 诸 鱼 与 其 
ARES H IGF- 工 的 疝 源 性 也 较 低 ,其 原因 有 待 进 
一 步 探讨 。 

在 研究 链 鲜 鱼 类 ICGF- I 时 ,发 现存 在 4 种 IGF- I 
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ATG TCT AGC GGA CAT TTC TTC CAG GGG CAT TGG TGT GAT GTC TTT AAG TGT ACC ATG CGC 60 


M S S G H FF Q G H W C D V FK C T MR 20 
...Signal peptide... 

TGT CTC TCG TOC ACC CAC ACC CTC TCA CTG GTG CTG TTC GIC CTC GCG TTG ACT cce GCG 120 

C L S C T HT L S LV L F V L A LT P A 40 


a 


ACA CTG GAG GCG GGT CCG GAG ACG CTG TGC GGG GCG GAG CTT GTA GAC ACG CTG CAG TTT 180 
T L E A G P E T L C G A E L V D T L Q F g 


. B domain. A sss Waras 
GTG TGT GGA GAC AGG GGC TIT TAT TIC AGC AAA CCA ACA GGA TAT GGG CCT AGT TCG AGA 240 
V C G DR G F Y F $ Xx P T G YGP S$ S$ R 80 
iiis C domain... EM 


A domain... 
CGG TCA CAC AAC CGC GGC AIT GIG GAC GAA TOC TOC TIT CAA AGC TGC GAA CTG CGG cac 300 


R S H N R G i V D E C C FQ S C E L R R 0 


m p D domain... ............. dM. 
CTC GAG ATG TAC TGT GCA CCT GTG AAA ACC GGC AAA ACT CCA CGA TOC CTA CGA GCG CAA 360 
L E M Y C A P V K T GK T P R S LRA Q 1% 


..E domain... " 
CGG CAC ACA GAT ATC ACC AGG ACA GCA AAG AAA CCT ATA TCT GGA CAT AGC CAC TCT TCC 


420 
R HTDI TR TA K K P 1 S GH S HSS 140 
TGT AAG GAG GTT CAT CAG AAG AAC TCA AGC CGA GGA AAC ACA GGG GGC AGA AAC TAT CGC 480 


C K E V H QK NS S RG NT GGR N Y R 16 


ATT TAG 486 
I 161 
1 H5 IGF-I cDNA 的 核 苷 酸 序列 和 推测 的 氢 基 酸 序列 
Fig.1 Nucleotide sequence of bluninose bream IGF- I cDNA and predicted amino acid sequence 

BX CE AR DA 
(B domain) (C domain) {A domain) (D domsin! 
于 未 六 (bluntnose bream) GPETLCGAELVDTLOFVCGDRGF YF SKP Y 


GYGPSSRRSHNR GiVDECCFQSCELRRLEMYCA .PVKTOKTP 


-+ 


WB (common carp) 
š (salmon) 





T----4----------- E--------- ------—----.- --2------------------- ,---5--ÀÀ 
ME dafs) — 7 --.--------.-.--.--- E-RVH----- ------------. l-.----.---.2------.-- 

罗 非 鱼 (blapia) T---9--------------R-----W--- -----A-—~ 

8M (sea bream) . ----NÀ---.. 

大 本 父 包 (scorpius) ----NÀ---.. 

M (shark) --RS-V--P-Q- ---N-------D-KL------ K-CRADGPA 
&E dog — 0 -----------------------.2--. --- SNN----H- ----------- DF-------- .-A-PA-SÀ 
3$ (chicken) = ------------A---------------- --- $----L-HK ----------- p--------- . 7 1-PP-$A 
KR im) 7 ----------- A------ p----- N--- --- $-1--APOT -------- R--D-------- V .RG-PT-SAÀ 
A (umm) | ---------—--. AT----AT-e--- N--- --- $----APQ] -------- R--D-------- V -L-PA-SA 


图 2 团 头 第 与 11 PRAEH IGF- 工 握 基 酸 序列 比较 


Fig.2 Comparison of amino acid sequences of IGF- I in bluntnose bream and 11 vertebrates 
- X€m HE X5 IGF- 相同 的 氨基 酸 (indicate the amino acid ia the same as that of bluntnoee bream IGF- I ); .表示 缺失 的 氨基 
酸 (indicate the amino acid is lack). 
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Human IGF 
Rat IGF 
Chicken IGF 







Shark IGF 
Frog IGF 
Carp IGF 
Bluntnose bream IGF 
Cat fish IGF 
Salmon IGF 
Scorpius IGF 

Sea bream IGF 
Tilapia IGF 


图 3 AKAA AESH IGF- 工 气 基 酸 序列 的 
系统 发 生 树 

Fig.3 Phylogenetic tree inferred from bluntnose bream 
and 11 vertebrates IGF- 工 amino acid sequences 








mRNA Shamblott & Chen, 1993) , 依 其 分 子 量 大 小 分 
别 命 名 为 Fa- 1.Ea-2,Ea-3 和 了 REa--4。 这些 转 录 
产物 都 含有 相同 的 信号 肽 和 B、C.A.D 区 域 ,仅仅 
在 E 区 域 有 所 不 同 ,其 原因 是 该 区 域 在 转录 后 有 不 
同 的 前 接 方式 。Ea -~- 1,Ea - 2.Ea - 3 fl Ea - AL E 
区 域 分 别 含有 35.47.62 和 74 个 氨基 酸 。 通 过 与 虹 
鲜 这 4 种 ICF- 工 序列 比较 ,本 文 所 报道 的 团 头 芒 
IGF-] 序列 应 属于 IGF-I Ea ~ 2 亚 型 。Liang et 
al . (1996) X4 88 f& RE HF cDNA. 进行 检测 后 认为 ， 
IGF- Í Ea - 2 JE 88 f& EX, f& JF HER GS B E EE RS HH 
3 85 18 41, Wn Jb , ARRAMA. 
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Molecular Cloning and Sequence Analysis of Insulin-like Growth Factor- T 
cDNA from Bluntnose Bream ( Megalobrama amblycephaia ) 


BAI Jun-Jie LAO Hai-Hua YE Xing LI Ying-Hua LUO Jian-Ren 
(Pearl River Fishery Research Institute «— Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Lab. of Tropical & Subtropical Fish Breeding & Cultivation , 


Ministry of Agriculture, Guangzhou 


Abstract: Insulin-like growth factor-I (IGF-I ) is a 
single-chain polypeptide with structural homolog to 
proinsulin. It plays an important role in regulating so- 
matic growth in vertebrates via growth hormone. To 
study fish IGF- I s structure, function and it’s poten- 
tial application in aquaculture, we cloned the insulin- 
like growth factor-I cDNA from bluntnose bream 
( Megalobrama amblycephala ) . Total RNA was isolated 
from liver tissue. The cDNA encoding IGF- 工 peptide 


was amplified by reverse transcription polymerase chain 
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reaction (RT-PCR) strategy using isolated total RNA as 
template. The amplified cDNA fragment was inserted to 
vector pUC18. The cloned cDNA was sequenced and 
the amino acid sequence of bluntnose bream IGF- [ 
was predicted. The nucleotide sequence showed that 
the cDNA encode 161 amino acids including signal pep- 
tide and B, C, A, D, E six domains. Analysis of E 
domain indicates that the cloned bluntnose bream IGF- 
I cDNA belongs to IGF- T Ea - 2 subtype. 


Key words: Bluntnose bream; Insulin-like growth factor | ; Molecular cloning 
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新 书 COEM) 简介 


这 是 一 本 科幻 童话 故事 。《 克 隆 园 》 以 科普 、 
科幻 童话 的 形式 重点 介绍 了 当今 世界 最 为 关注 的 
科技 热点 一 一 “生物 克隆 "。 并 详细 描述 了 一 些 世 
界 濒危 动物 的 生活 习性 ， 强 调 了 保护 地 球 生态 环 
境 的 重要 性 。 

书 中 叙述 了 一 只 身 剑 绝技 5E BERE LE JR] 
围 人 大 笑 不 止 的 ， 名 字 叫 做 “小 鼠 王 ”的 小 老鼠 
在 寻找 妈妈 的 路 途中 意外 地 冯 人 克隆 园 的 奇遇 。 
克隆 园 由 两 个 园 组 成 : 善良 正义 的 乐园 和 那 恶 芒 
庭 的 恶 园 。 小 鼠 王 在 乐园 里 认识 了 很 多 珍稀 动物 ， 
AKRA., THR. KER, i. BWR, Z 
有 能 制造 生物 药品 的 转基因 和牛 等 等 。 在 乐园 为 增 
强 市 民 的 环保 意识 而 举办 的 “信息 杯 清 洁 大 赛 ” 
上 ， 小 鼠 王 和 考 拉 力 夺 冠军 。 从 信息 杯 中 小 鼠 王 
得 知 妈妈 的 下 落 ， 并 获得 奖品 “心灵 探测 感应 
器 "。 攒 借 这 个 探测 器 小 鼠 王 只 身 冯 人 险恶 的 恶 
园 ， 历 经 艰险 后 找到 身 陷 图 图 的 妈妈 ， 并 协助 乐 
园 向 恶 园 开战 。 乐 园 的 新 、 老 市 民 一 起 协同 作战 ， 





WAKER, RARE TEER. 

狭义 地 讲 ， 童话 是 为 孩子 们 写 的 。 但 《克隆 
园 》 对 孩子 的 父母 来 说 也 值得 一 读 。 该 作品 在 令 
述 了 人 类 对 生命 的 认识 和 控制 的 同时 ， 也 叙述 了 
这 种 认识 和 控制 可 能 给 人 类 社会 带 来 的 潜在 危机 。 
这 种 危机 不 仅仅 是 孩子 、 孩 子 的 父母 应 该 了 解 的 ， 
而 且 也 是 每 一 位 现在 和 未 来 的 科学 家 、 科 学 研究 
的 决策 者 应 该 认识 和 思考 的 。 

一 本 好 的 科普 、 科 幻 读 物 可 以 影响 一 代 万 至 
几 代 人 的 成 长 。 在 新 世纪 到 来 之 际 , 《克隆 园 》 有 
幸 诞生 了 。 愿 这 部 作品 能 够 给 未 来 的 科学 家 ， 以 
及 不 仅仅 局 扫 于 和 孩子 们 的 广大 读者 带 来 有 益 的 启 
迪 。 

《克隆 园 》 作 者 : 王建 红 ， 笔 名 : GER. mo 
庆 出 版 社 于 2001 年 4 月 出 版 。 
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